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A mi madre, ejemplo de vida que me impulsa

a alcanzar mis suefios
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Evaluacion Citogenética del Caballo Criollo Colombiano

“Principe de la llanura, sefior del viento, maestro de
grandes empresas, amigo y sobretodo compafiero.
Tu incondicional entrega a la jornada, tu empefio en
causas que no entiendes y tu inagotable energia
catalizaron la historia humana; ganaste guerras,
expandiste fronteras, domaste trochas, atajos y
senderos. Pero ante todo cautivaste con tu brio,
nobleza y belleza.”

Manuel Noriega
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Resumen

Teniendo en cuenta la importancia del Caballo Criollo Colombiano, tanto a nivel nacional
como internacional y con el fin de aportar a una completa caracterizacion citogenética de
este, se realizd una evaluacion cromosdmica mediante diferentes técnicas de bandeo,
en animales representantes de los diferentes andares y otros tomados a manera de
grupos genéticos foraneos, confirmando para todos ellos un nimero cromosomico
2n=64 y encontrando polimorfismos y algunas expresiones diferenciales de bandas entre
las dos poblaciones, lo que permite proponer un modelo cariolégico e idiograma para
nuestro caballo criollo, siendo el primer reporte para la literatura.

Palabras clave: Cariotipo, Idiograma, Biodiversidad, Bandeo cromosdmico, Polimorfismo

Abstract

Considering the importance of Colombian Autochthonous Horse, nationally as well as
internationally, and aiming to provide a complete cytogenetic characterization of it, we
performed a chromosomal evaluation using different chromosome banding techniques in
representative animals of a different gaits and others considering them as two foreign
genetic groups. We confirm for all individuals a chromosome number 2n = 64, but we find
polymorphisms and differential expression of some chromosomal bands between both
populations. Therefore these results allow us to propose a karyological and ideogram
model for our autochthonous horse reported here for the first time.

Keywords: Karyotype, Idiogram Biodiversity, Chromosome banding, Polymorphism
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Introduccioén

En la historia de la humanidad, el caballo ha sido durante miles de afios su
acompanfante y colaborador, con él, dominé la caza, efectu6é conquistas y acorto
distancias y ademas le sirvi6 de compaiiia y recreacion.

En los tiempos modernos, el cambio cultural hacia el esparcimiento y el ocio
recreativo ha permitido que la industria equina avance. De ahi que existen
equinos de competencia, de salto, de exhibicion, entre otros por tal razon, se
encuentran varios morfotipos de esta especie en el mundo, algunos, de origen
muy antiguo como el Arabe, Caspio y Andaluz y otros con historias mas recientes
como el Criollo Colombiano, cuyo origen, es consecuencia de la llegada al nuevo
mundo, de ejemplares descendientes de caballos originarios de Espafia.

En nuestro pais neotropical, con diversidad geogréafica, desde la llegada del
caballo, ha existido un estrecho vinculo con el hombre, lo cual ha generado un
aprecio especial por los equinos, reflejado en un gran nimero de ejemplares,
altas inversiones en la compra de los ejemplares e incremento en la demanda por
servicios técnicos especializados.

El Caballo Criollo Colombiano es reconocido por su elasticidad, suavidad, ritmo y
armonia de movimientos, ademas de su temperamento y brio caracteristico,
favorable para el aprendizaje. Un gran niumero de personas dedican su vida a la
crianza de estos animales prestando especial interés a su reproduccion, nutricion
y sanidad para obtener ejemplares que cumplan con los estandares comerciales.

A pesar que Colombia ha sido histéricamente un pais con vocacion en la
produccion equina, su crianza se ha enfocado en aspectos relacionados con el
mejoramiento de los esquemas sanitarios preventivos y de diagnéstico. Se han
realizado estudios en reproduccion asistida, nutricion con pastos mejorados y
suplementos alimenticios balanceados pero, en el campo de la genética los
estudios realizados con el Caballo Criollo son pocos, por lo cual hacen falta
ampliar este campo que contribuya al conocimiento del Caballo Criollo
Colombiano con miras a generar programas de mejoramiento en su desempefio y
contribuir a su conservacibn como acervo genético Unico. Se estima que la
seleccion exclusivamente fenotipica (Jiménez, 1996) empleada en la eleccion de
reproductores, causa pérdidas econdmicas hasta del 72.2% (McFeely 1990).

Teniendo en cuenta lo anterior, y con el fin de contribuir al conocimiento de la
genética del Caballo Criollo Colombiano, en este trabajo se elaboré el primer
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cariotipo de la especie mediante diferentes técnicas de bandeo cromosémico (G,
R-replicativo y C), NOR y enzimas de restriccion y se realiz6 un analisis de
polimorfismos buscando una similitud con la especie o dando las primeras luces
sobre su clasificacibn como grupo genético.



1. MARCO TEORICO

El Caballo Criollo Colombiano pertenece a la clasificacion taxondmica del caballo
doméstico conocido en todo el mundo, la cual se puede describir asi: Clase:
Mammalia, Orden: Perissodactyla, Familia: Equidae, Género: Equus, por lo cual
su Nombre cientifico: Equus caballus

La historia del caballo va de la mano de la historia del hombre, en el proceso de la
evolucion cultural. Se presume que el Equus se originé en Norte América, luego
migré a Europa, Asia y Africa, pero desaparecio del continente americano hace
aproximadamente 10.000 afos (Silver, 2000). Actualmente, el género Equus
agrupa tres subgéneros: Equus, el de los caballos; Asinus, el de los asnos v el
Hippotigris, al cual pertenecen las cebras (Groves & Ryder, 2000).

De acuerdo a la definicion de la FAO, una raza es un grupo de animales con
caracteristicas externas definidas que permiten separarlos de grupos de la misma
especie mediante una evaluacion visual y las razas autéctonas, se definen como
las procedentes de una region geografica particular, adaptada y utilizada en ella,
con alto valor econémico, debido a su gran adaptacion, rusticidad y resistencia a
plagas y enfermedades, constituyendo una base genética muy fuerte dentro de
cada region (Infante, 2008).

En todo el mundo, existen 753 razas equinas del total de 5300 razas de animales
domésticos. Los caballos, se agrupan segun el temperamento en animales de
“sangre fria” como el percherdn, el frison, y el clydesdale entre otros, originarios
de Europa Central (Hermsen 1997) con caracter tranquilo, pesados y resistentes
al frio, generalmente empleados para tiro. Por otro lado, los animales de “sangre
caliente” son caballos inquietos y nerviosos, entre los cuales se encuentran los
arabes, pura raza espafiola (PRE) y pura sangre inglés (PSI).

Los caballos ingresaron al continente americano en el segundo viaje de Cristobal
Colén en 1493, caballos berberiscos, arabes y andaluces y desembarcaron en la
isla “La Espafola” conocida hoy como Republica Dominicana. El cruce vy
seleccion de estas razas en Sur Ameérica, dio origen a lo que hoy conocemos
como Caballo Criollo, el cual luego de 400 afios de evolucion y adaptacion ha
adquirido caracteristicas propias e importantes segun las regiones gque habitan
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(Hermsen 1997). Asi, se destacan los caballos criollos de Argentina, Chile, Brasil,
Venezuela, Uruguay, Pert y Colombia.

Los caballos llegan a Colombia en el afio 1524 (Bravo 2001) con Rodrigo de
Bastidas y después de muchos afios de adaptacion y seleccion se originé el
Caballo Criollo Colombiano (CCC) adaptado a nuestro medio, el cual ha
desarrollado distintos andares segun las caracteristicas topogréficas de la zona
qgque habita. Por ejemplo, los que crecian en el pantanoso altiplano
cundiboyacense, el andar en las manos, el “pinceleo” y un casco ancho, les
facilitaban su sobrevivencia en terrenos cenagosos. Los caballos que habitaban
Antioquia que caminaban entre trochas y montafias, desarrollaron el andar
“pistoneo” destacandose por su elasticidad y potencia. Hacia los afios 50, estos
caballos criollos se cruzaron entre ellos, originando un ejemplar mas llamativo,
trochador y con andar de pistoneo (Jiménez et al, 2005), que son los antecesores
de los cuatro andares caracteristicos del caballo criollo colombiano actual.

Colombia, es un pais con alta poblacién equina para diversas actividades. La
encuesta nacional agropecuaria de 2009 (ENA 2009) estimé una poblacién
equina de 3.159.403 individuos, de los cuales 2.505.579 son caballos, 220.847
son asnos y 432.977 son mulas (ver anexo 1). Actualmente, el Caballo Criollo
Colombiano se considera uno de los recursos genéticos mas valiosos del pais,
gracias a sus cualidades fenotipicas y a su desempefio deportivo, siendo una de
las especies de mayor importancia productiva y a su comercializaciéon a nivel
nacional e internacional (Jiménez et al, 2005) ocupando un importante renglon de
la economia.

El uso del caballo, genera empleo, moviliza diversos sectores econémicos, desde
la artesania hasta la industria alimenticia y farmacéutica. Muchas personas
dedican su vida a la crianza del Caballo Criollo Colombiano prestando especial
interés a la obtencién de los mejores ejemplares, que cumplan con los estandares
comerciales y por ser poseedor de un valor especial en la diversidad nacional y
global. No obstante esta importancia, son pocos los estudios sobre el acervo
genético y la conservacion de la pureza de estos animales criollos, ademas los
programas de mejoramiento genético, se basan principalmente en su
conformacion fisica, su desempefio en pistas y sus antepasados (Jiménez et al
1996), por tanto, no hay claridad al momento de seleccionar los reproductores.

Lo anterior, hace que exista una controversia en cuanto a si el Caballo Criollo
Colombiano es 0 no una raza 0 un grupo geneético, ya que al cruzar animales de
razas puras como Arabe, Andaluz y Pura Sangre Inglés (PSI), se producen hijos
con caracteristicas similares heredadas de sus padres, mientras que el cruce
entre los caballos criollos colombianos, generan descendientes con gran
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variabilidad en la conformacion y alzada y ademas los hijos, no siempre heredan
el paso de los padres (Bravo 2001).

El caballo criollo colombiano ostenta una alzada promedio de 1.50 m, contextura
y extremidades finas, cuello breve y vigoroso, orejas pequefias en punta y colores
varios (Betancur, 2006). Su principal caracteristica es la de poseer cuatro
modalidades de andar: paso fino, trocha, trote y galope y en cada una de ellas la
capacidad de ejecutarlas con suavidad, velocidad, armonia, sostenimiento y
sonoridad, acompafiados de un despliegue de fuerza, belleza, brio y
temperamento (Betancur, 2006).

1.1 Caracterizacion citogenética y molecular

Para el andlisis citogenético, es necesario la realizacion de un cultivo celular a
partir del cual se obtienen los cromosomas. En mamiferos, generalmente se
emplean linfocitos de sangre periférica dada la facilidad de obtencion y
procesamiento de la muestra (Lopez et al, 2002).

Los linfocitos son las principales células leucocitarias no granulosas del sistema
inmunoldgico (Trigo, 1993) de los cuales, se estima una proporciéon de 31%
respecto al total de leucocitos en sangre periférica de mamiferos con un periodo
de vida de hasta 1500 dias (Moreno et al, 2008). En equinos, los linfocitos T
constituyen entre 60 y 80% de los linfocitos circulantes en sangre periférica
(McGuire et al, 1974; Curotto et al, 2009). La respuesta de los linfocitos T sélo
ocurre ante la presencia de antigenos proteicos unidos a proteinas de superficie
de otras células, los cuales forman un complejo con la membrana de los
macrofagos y monocitos que lo fagocitaron y con las moléculas del Complejo
Mayor de Histocompatibilidad, conocido como ELA (Equine Leucocyte Antigen)
(Tizard, 1992.)

Varias investigaciones han demostrado que las células linfoides, pueden ser
estimuladas in vitro para su proliferacion al exponerse a un antigeno especifico
(Oppenheim, 1968; Lopez et al, 2002) lo que también puede lograrse a traves de
estimulantes inmunolégicos como la fitohemaglutinina o la antiglobulina. (Phillips
et al, 1970). La fitohemaglutinina es una lectina extraida del frijol Phaesolus
vulgaris que funciona como inductor de ciclos celulares en linfocitos T, util en la
obtencién de cromosomas a partir de sangre periférica.

Este proceso, ademas requiere el uso de sustancias antimitéticas como la
colchicina o el colcemid, generalmente usadas como medicamentos en el
tratamiento de neoplasias, para la obtencién de extendidos cromosémicos de alta
calidad (L6pez et al, 2002).
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1.1.1 Bandeos cromosdmicos

El ADN y las proteinas asociadas (histonicas y no histénicas) conforman la
cromatina (Rieger, et al 1976), la cual puede presentar diferentes grados de
condensacion dependiendo de la fase celular en la cual se encuentren las células.
En la fase mitdtica, la eucromatina son regiones poco condensadas, de
replicacion temprana y transcripcionalmente activas y la heterocromatina, son
altamente condensadas, de replicacidon tardia e inactiva (Rodriguez, 2009). La
heterocromatina puede ser de dos tipos: Facultativa, es eucromatina que se
inactiva y se convierte en heterocromatina como el caso de uno de los
cromosomas X en las hembras de mamiferos y Constitutiva, formada por
secuencias repetidas de ADN que se encuentran altamente condensadas
(Rodriguez, 2009).

En la mayoria de las especies, la heterocromatina constitutiva se ubica de forma
similar en todos los cromosomas del genoma en los telémeros y centromeros y
tinie mas oscuro durante la interfase y profase que la eucromatina. La cantidad y
distribucion de las secuencias heterocromaticas dentro de los individuos de una
misma especie o0 filogenéticamente relacionados podrian usarse como
herramienta en el estudio de procesos de especiacion (Garcia, 2001).

A través de varias generaciones, se pueden observar cambios cromosomicos
relacionados con variaciones numéricas o0 estructurales como inversiones,
traslocaciones, activaciones e inactivaciones centromeéricas, fusiones y fisiones,
(Lopez et al, 2002) los cuales también estarian implicados en los procesos de
especiacion (Garcia, 2001).

La visualizaciébn de la cromatina se establecio, de acuerdo a tinciones
especificas, localizadas en cada par cromosomico, denominadas como bandeo,
herramienta fundamental en los estudios cariotipicos (Lacadena, 1996).
Actualmente, algunas técnicas citogenéticas son empleadas con el fin de
realizar analisis cualitativo de la heterocromatina, tales como la tincion
cromosOmica para bandas C y la digestion con enzimas de restriccion,
relacionados con aspectos evolutivos entre especies. (Bella et al, 1995).

Actualmente, las técnicas de bandeo han contribuido no solo a incrementar la
posibilidad de determinar alteraciones genéticas que conducen a enfermedades
gue comprometen la salud, la produccion y el desempefio reproductivo de los
animales; también contribuyen a la diferenciacién entre especies, razas e incluso
entre individuos pertenecientes a la misma raza, no solo por el numero y
morfologia de los cromosomas, sino también por los patrones de bandas
(Egozcue et al, 1973).
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Las técnicas de bandeo se clasifican de acuerdo a si producen bandas a lo largo
de cada uno de los cromosomas conocidas como diferenciales o selectivas, si
sblo colorean sitios especificos del cromosoma. Las bandas G y R son
importantes en los andlisis cariolégicos de la mayoria de los animales de interés
zootécnico, permite la identificacion de los cromosomas homologos. En las
coloraciones selectivas, se destacan las bandas C y NOR que facilitan la
identificacion cromosémica y los estudios de polimorfismos. (Puentes, 2000). Las
primeras, localizan la heterocromatina constitutiva y las ultimas, revelan las
regiones activas del genoma donde se localizan los genes que codifican el RNA
ribosomal (rRNA) (Lopez et al, 2002), usando el método de tincién con plata
(Goodpasture et al, 1975; Miller et al 1976; Arruga, 1989). Estas areas negras
sobre los brazos de los cromosomas (Puentes, 2000) permiten establecer
polimorfismos fisioldgicos, consistentes con la expresion de regiones implicadas
en la sintesis de rRNA.

El bandeo R-replicativo, es una coloracion diferencial realizada mediante el uso
de pulsos terminales de un andalogo de la timidina, el 5-Bromo2’-deoxiuridina
(BrdUrd) (Camargo y Cervenka, 1980). Mediante esta técnica, la fase S se
subdivide en seis estadios replicativos y se establece que el estadio Il de
replicacion genera un patron de bandas R-replicativas que corresponde al
reverso de las bandas G. El tiempo de aplicacion de BrdU, varia segun la
duracién del ciclo celular y espera marcar las células que estén pasando por la
fase S desde su adicion. Durante esta fase, la cadena de DNA en replicacion,
incorpora BrdU en los sitios correspondientes a la Timina (T), ya que su
concentracion en el medio de cultivo es mucho mayor que la de la base
nitrogenada producida por la célula (Lépez et al, 2002). El resultado es un patrén
de bandas R oscuras, las cuales son regiones ricas en Citocina-Guanina (C-G) y
de duplicacion temprana y las R claras, formadas por regiones A-T de replicacion
tardia.

Figura 1-1 Pulso terminal de BrdU en el ciclo celular

e S 6 | ™ |

BrdU

Esta técnica permite reconocer el comportamiento replicativo de la cromatina
dependiendo del momento en el que se realiza el pulso terminal de BrdU y ha
sido atil en la caracterizacion de especies en Colombia tales como la guagua
Agouti paca (Lopez et al, 1997), el bufalo Bubalus bubalis (Alzate et al, 2001), el
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Pecari de collar Tayassu tajacu (Builes et al, 2004) y la guagua de cola Dynomis
branickii (Urefia et al, 2010), entre otros.

Las Bandas de restriccion requieren enzimas que reconocen y degradan una
secuencia nucleotidica, fragmentando la doble cadena del DNA en secuencias
especificas (Babu, 1988). De estas enzimas se conocen tres tipos segun corten el
DNA en fragmentos de mayor o menor nimero de bases asi, tipo I: las cortan el
DNA mayor a 1000 pares de bases de un punto de reconocimiento asimétrico.
Tipo II: las que reconocen y cortan secuencias de DNA entre 4 y 6 pares de
bases y las tipo Ill: reconocen el DNA en secuencias asimétricas de 5 a 7 pares
de bases y degradan la secuencia localizada 24-26 pares de bases mas adelante
(Lewin, 1985). La utilizacion de estas enzimas, permite analizar regiones del
cromosoma con alto contenido de DNA satélite y secuencias metiladas (Bird,
1987) y es muy util en el estudio de polimorfismos cromosémicos. Su uso se ha
reportado en cromosomas de almejas (Martinez-lage et al 1996), primates
(Garcia, 2001), bovinos (Genero 2001), cerdos (Adega et al, 2005) y ostras
(Leitdo et al, 2007).

1.1.2 Estudios citogenéticos en equinos

Kirillow en 1912 estudié por primera vez los equinos desde el punto de vista
citogenético (Power, 1990), luego se determiné el cariotipo del caballo doméstico
2n = 64, de los cuales 13 pares de autosomas son metacéntricos o
submetacéntricos y los 18 pares restantes son acrocéntricos (Richer et al, 1990).
El cromosoma X es un submetacéntrico grande y el cromosoma sexual Y es
similar en tamafio al autosoma mas pequefo (Ronne et al, 1993).

El sistema de nomenclatura cromosémica en equinos basados en estudios de
bandeo Q, G, C, R y NOR (Bowling et al, 1997) fue actualizado bajo el hombre
de Sistema Internacional para la Nomenclatura Citogenética del Caballo
Domestico (ISCNH) en 1997 (Bowling et al, 1997). Estas publicaciones, han
reportado algunas anormalidades en autosomas equinos, como trisomias en los
cromosomas 23, 26, 28, 30 y 31 (Bowling & Millon, 1990; Klunder et al, 1989;
Power, 1987, 1991; Lear, 2009); no obstante mas del 90% de las anormalidades
cromosomicas reportadas en caballo doméstico involucran los cromosomas
sexuales, dentro de estos se presenta con mayor frecuencia el sindrome del X0
(Power, 1990); las yeguas portadoras de esta anomalia son normalmente
pequefias e infértiles, sus extremidades traseras son muy anguladas y presentan
hipoplasia ovarica combinada con hiperplasia del clitoris (Breen et al, 1997).

Por otro lado, se han reportado individuos con sindrome de reversion sexual
(Bowling et al, 1987; Bugno et al, 2003) de los cuales se conocen dos tipos: los
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gue tienen fenotipo de hembra y cariotipo de macho (64, XY) y los que presentan
fenotipo de macho y cariotipo de hembra (64, XX) siendo mas comun el primer
tipo 64, XY. Asi mismo se han reportado yeguas con mosaicismo en el
complemento cromosémico 63, X / 64, XX (Long, 1989; McFeely, 1990;
Moncaleano et al, 2007) el cual afecta el desarrollo del tracto reproductivo,
observandose ovarios muy pequefios y/o quisticos, cuerpos luteos persistentes,
atrofia endometrial y/o flacidez cervical; o que conlleva a ciclos irregulares,
anovulatorios o anestros prolongados (MacFeely, 1990) sin un patrén fenotipico
especifico.

También se han reportado cariotipos 65, XXX (Bowling et al, 1987) y 65, XXY;
este Ultimo asociado a hipoplasia testicular y criptorquidia. Recientemente se
encontrd en un primer estudio, que una pequefia delecion en el brazo corto del
cromosoma 1 podria ser la causante de una malformacion conocida como
hipospadias en equinos (De Lorenzi et al, 2010). Estas anormalidades
cromosomicas al parecer son mas frecuentes en algunas razas de caballos, como
ocurre con el sindrome de reversion sexual muy frecuente en caballos arabes
(Bugno et al, 2003).

En Brasil (2005) se realizé un estudio citogenético en asnos Equus asinus raza
brasilera marchadora para cariotipar la raza e identificar los polimorfismos
presentes. Los resultados obtenidos, difirieron de lo reportado en la literatura para
esta especie, lo cual podria ser caracteristico de la ubicacion geogréafica y utiles
como marcadores poblacionales (Pereira et al, 2005). Estudios previos de bandas
NOR en caballos (Cribiu, 1981) y asnos (Kopp et al, 1983) demostraron una
rapida evolucion del cariotipo del género Equus ya que no se encontré homologia
de bandas entre los cromosomas correspondientes. También se encontraron
diferencias en bandeo NOR en cromosomas de equinos raza Mangalarga
respecto a lo reportado en otros estudios para la especie (Lui et al, 1990).

En Colombia, se han realizado estudios citogenéticos en caballos para determinar
anomalias cromosémicas. Jiménez (1997) realiz6 andlisis de cromosomas
equinos Colombianos PSI encontrando que el 22.7% de los animales
muestreados eran portadores de algun tipo de anomalia cromosomica (64, XX/63,
X 6 64, XY/63, X). Henao (2002) reporta un estudio citogenético a una yegua
mestiza estéril con mosaicismo en el complemento cromosémico 63, X /64, XX
con 46% de células anormales y 54% de células 64, XX. Este ejemplar tenia
fenotipo y genitales externos normales, pero el analisis ecografico mostré utero y
ovarios pequefos y activos. En otro estudio, se encontré también mosaicismo
(64, XX/ 63, X) en cuatro yeguas, tres de ellas Criollas Colombianas, con
porcentaje de células anormales entre 25% y 63% Este complemento
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cromosomico estuvo asociado a infertilidad, teniendo en cuenta que aunque
fenotipicamente estas yeguas eran normales, presentaban un historial
reproductivo de abortos y produccion de crias inmaduras o con malformaciones
gue morian o debian ser sacrificadas (Moncaleano et al, 2007).

Los anteriores reportes muestran que la citogenética ha sido atil en diagnésticos
en reproducciéon animal y en la comprensién de algunos tipos de infertilidad,
muertes embrionarias y fetales, desarrollos somaticos o sexuales anormales y
determinacién prenatal del sexo (Hare y Singh 1979), no obstante, la técnica no
ha sido muy empleada en la caracterizacibn de razas equinas. Los estudios
genéticos realizados para esta especie se han enfocado principalmente en
variabilidad por microsatélites (Kelly et al, 2002; Jiménez et al, 2007; Hofneinz,
2007) y morfologia (Infante, 2008).

La elaboracion de cariotipos mediante diferentes técnicas de bandeo y su
respectivo analisis permite descartar como reproductores a aquellos individuos
portadores de anormalidades cromosomicas que puedan presentar problemas de
fertilidad o desempefio (Jiménez et al 1996) favoreciendo al establecimiento de
un plan de conservacién y mejoramiento genético de este grupo poblacional. De
igual manera la citogenética actual esta encaminada a determinar la pureza de la
raza mediante la deteccién y reconocimiento de polimorfismos especificos de la
poblacion que acompafiada de la evaluacién del patron de duplicacién del
genoma permite la caracterizacion de la raza como tal (Lopez et al, 2002).

Las anteriores observaciones y reportes, justifican la realizacion de este estudio,
con miras a obtener un andlisis cromosémico detallado y especifico para el
Caballo Criollo Colombiano, con el fin de contar con informaciéon béasica que
permita la caracterizacion citogenética de la raza y ademas facilite la seleccion de
los animales reproductores con criterios citogenéticos y promueva su
conservacion.



2.  MATERIALES Y METODOS

2.1 Poblacion de estudio

Para el estudio se partio de la informacién disponible en relacién a linajes de una
poblacion inicial amplia de la cual se seleccionaron diez individuos de pesebrera,
cinco machos y cinco hembras de raza criolla colombiana (CCC), adultos en edad
reproductiva y representantes de los diferentes andares. Con el fin de realizar una
comparacién genéticamente contrastante se muestrean dos individuos (un macho
y una hembra) arabes (CA) teniendo en cuenta que esta raza es uno de los
antepasados mas lejanos del CCC.

Las muestras fueron tomadas en el criadero Nuevo Mundo en el municipio de
Medellin y en la Clinica Veterinaria San Luis en el municipio de La Estrella. La
venopuncion se realizé en la vena yugular previa desinfeccion del area, con
sistema vacutainer individual y tubos con heparina, acto seguido se llevo la
muestra al Laboratorio Generagy para la realizacion de los cultivos.

Tabla 2-1 Individuos muestreados

INDIVIDUO SEXO ANDAR
1 Macho Trocha
2 Macho Trote y

Galope
3 Macho Trocha
4 Macho Trocha
5 Macho Paso Fino
6 Hembra Trocha
7 Hembra Paso Fino
8 Hembra Trocha
9 Hembra Trocha
10 Hembra Paso Fino
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2.2 Cultivo

Cada cultivo se realiz6 en condiciones asépticas con 500 pl de sangre periférica
en 4 ml de medio RPMI 1640, suplementado al 5% SFB, 50 ul de solucién de
penicilina + estreptomicina, 50 pl de fitohemaglutinina (PHA), 1% heparina y se
incubaron a 37°C durante 66 - 72 horas. Entre 5 — 7 horas antes de la cosecha se
agregaron 50 pl de BrdU (1 mg/ml) sélo a los cultivos para la realizacion de
bandeo R replicativo y entre 1- 10 horas para la evaluacion de la cronologia en la
duplicacion del genoma, una hora antes de finalizar el tiempo de incubacion se
adiciono el colcemid a cada cultivo.

2.3 Cosecha

Al cumplirse las horas de incubacién, los cultivos en suspension fueron
transferidos a tubos coénicos y centrifugados a 900 x g durante 10 minutos, luego
de descartado el sobrenadante y de resuspender el boton celular y se agregé la
solucién hipoténica (KCL 0.075 M) y se incubaron 10 minutos a 37°C luego se
centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones.

2.4 Fijacion

Se agreg6 gota a gota fijador fresco a los tubos conicos preparado con metanol y
acido acético en proporcion 3:1, al mismo tiempo estos fueron agitados enérgica y
rapidamente; luego se dejaron reposar 10 minutos a temperatura ambiente para

después por centrifugaciones sucesivas hacer lavados, resuspendiendo el boton
celular en fijador que al final tendra un volumen de 0.5 ml para realizar el goteo.

2.5 Goteo

Sobre portaobjetos previamente mantenidos en hielo himedo se gote6 a una
altura de 45 a 55 cm una fraccion de la suspension obtenida pre-goteados con
fijador y posteriormente flameados

Estas placas fueron revisadas en microscopio con el fin de evaluar el grado de
dilucion y de esparcimiento y posteriormente almacenadas hasta el momento de
la coloracion segun la técnica a emplear.
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2.6 Técnicas de identificacién y coloracion

2.6.1 Coloraciones diferenciales

Para la identificacion de los cromosomas homologos y sexuales y para la
evaluacion de la cronologia en la duplicacion del genoma, se aplicé el método
pertinente para la obtencion de bandas R-replicativas mediante la incorporacion
en medio de BrdU, descrito por Camargo & Cervenka (1982), asi las laminas
envejecidas fueron sumergidas en solucion bis BENZIDIMIDE (Hoechst 33258)
0.3g/ml durante 10 minutos. Luego, lavadas con agua destilada y secadas
suavemente para remover el exceso de agua. Cada lamina, en posicion
horizontal, se impregné homogéneamente con 2xSSC y se cubrieron con
laminillas. Fueron expuestas a iluminacion con una lampara Sylvania Capsylite
75w, 120w PAR 30, durante 60 minutos Pasado este tiempo, fueron coloreados
con Giemsa al 5%. Con el fin de determinar el nimero cromosomico y la
clasificacion de los cromosomas se realizé la coloracion homogénea, para lo
cual fue necesario cubrir las placas con los extendidos con una solucion de
Giemsa al 5% entre 5 - 8 minutos. Posteriormente se llevo a cabo la Coloracion
para bandas cromosdmicas G también para identificar cromosomas homaélogos,
modificando el protocolo propuesto por Seabright (1971), esto se logro
sometiendo las laminas envejecidas de 6 6 7 dias en una solucion de tripsina al
0.05%, durante 5 minutos; se lavaron con solucién salina y se colorearon con
Giemsa al 4% durante 3 minutos. Con miras a evaluar algunos polimorfismos se
realizd la coloracibn para bandas cromosémicas C-G agregando solucion
Leishman con el buffer tampdn Leishman en una proporcién 1:4 a las placas
recién goteadas, se dej6é actuar durante 5 minutos y se lavaron con agua
destilada.

2.6.2Coloraciones selectivas

Para la deteccion de la heterocromatina y polimorfismos las laminas fueron
sometidas a 2xSSC a 70°C por 60 minutos; al finalizar fueron lavadas con agua
destilada y coloreadas con Giemsa al 4% entre 2 y 4 minutos, obteniéndose asi
bandas C. Con el fin de detectar las NOR activas se aplicé el protocolo propuesto
por Hillis (modificado) en 1996, asi las preparaciones se cubrieron con 0.3 ml de
una solucién con 0.25 mg de AgNOg3 y 0.25 de otra solucién con gelatina al 2% y
acido formico al 1%, se incubaron a 90°C durante 90 segundos, se lavaron, se
dejaron secar al aire y se les hizo tincién con Giemsa 2% durante 1 minuto.
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2.6.3Coloracion molecular mediante enzimas de
restriccion

Basados en el protocolo propuesto por Garcia (2001), las laminas recién
goteadas (se necesita control de la digestion y control del tampdn) fueron
sometidas a deshidratacion en incubadora una hora; poco antes de terminar la
hora se diluyé el tampon concentrado (10X) en agua desionizada hasta una
concentracion de 1X. Pasada la hora fue disuelta la enzima (Dra | o BSP 120I)
con su solucion tampon (portaobjetos digestion y control). Se depositaron 50 ul de
la solucion formada por el tampon sobre la lamina (control del tampdn) con un
cubreobjetos encima de cada preparacion vigilando que no quedaran burbujas de
aire. La misma cantidad de la solucion formada por la enzima de restriccion y el
tampodn se adicionod a las laminas “Blanco” y control de la digestion y cubiertas por
un cubreobjetos. Los portas fueron introducidos en camara hiumeda y se dejaron
incubar toda la noche a 37°C; al siguiente dia se eliminaron los cubreobjetos
mediante inmersién en agua destilada y una vez secas las muestras (secado al
aire) se colorearon con Giemsa durante 3 minutos. Transcurrido este tiempo se
lavaron con agua y se secaron

Para conservar los extendidos cromosomicos de todos los tipos de bandas
realizadas, los portaobjetos fueron cubiertos con entellan, protegidos con
cubreobjetos. Todas las laminas fueron sometidas a observacion microscopica.
Se evaluaron 30 mitosis por muestra con el fin de determinar el nimero
cromosomico. Luego se seleccionaran mitosis representativas de cada modalidad
(tincion homogénea, Bandas G, Bandas R replicativas, Bandas C, Bandas C-G,
NOR y bandas de restriccion) para elaborar los respectivos cariotipos e
idiogramas. Los cromosomas fueron ordenados y medidos mediante el programa
COREL DRAW X3, calculando la longitud total, longitud de cada brazo y longitud
de las bandas para cada cromosoma, con lo que se calcula la longitud relativa,
indice centromérico, indice braquial para la clasificacion de los cromosomas. Los
idiogramas se elaboraron usando el programa COREL DRAW X3.

Finalmente se realiz0 la comparacion de las caracteristicas encontradas entre
individuos, teniendo en cuenta homologias y diferencias, los datos cuantificables
fueron procesados de forma paramétrica y no paramétrica bajo el programa
estadistico SAS version 9.2.
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3. RESULTADOS

Se realizaron los cariotipos de los 12 ejemplares: 2 Arabes, un macho y una
hembra y 10 Criollos Colombianos, cinco machos y cinco hembras de
genealogias separadas entre si, en los que se confirmé el nUmero cromosomico
para el caballo domestico 2n=64, 13 pares metacéntricos o submetacéntricos y 18
acroceéntricos, siendo el cromosoma X el segundo submetacéntrico mas grande y
el Y uno de los acrocéntricos mas pequefios (no el mas pequefio). Posteriormente
se analizaron los patrones de bandeo para Caballo Criollo Colombiano, con el fin
de determinar diferencias y polimorfismos, finalmente se construye el idiograma.
Los resultados se presentan a continuacion.
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Figura 3-1 Cariotipo e idiograma del Caballo Criollo Colombiano con tincién
homogénea
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3.1 Cronologia de la duplicacién del genoma

En este trabajo se estimo el patron de duplicacion del genoma en linfocitos de
sangre periférica de Caballo Criollo Colombiano mediante la incorporacion de
BrdU, para lo cual se evaluaron cuatro tiempos de incorporacién antes de la
cosecha del cultivo: 10, 7, 4 y 1 horas. Se encontraron seis diferentes estadios
teniendo en cuenta los parametros de Lopez (1992) en linfocitos humanos de
sangre periférica.

Los estadios obtenidos se describen a continuacioén: (ver figura 3-2)

Estadio I: Aquellas células que han incorporado BrdU durante toda la fase S de
replicacion, los cromosomas son generalmente palidos, en algunas ocasiones se
presentan puntos oscuros en la regién centromérica pero de menor tamafio que
las bandas C.

Estadio Il: Corresponde a aquellas células que se encontraban en el inicio de la
fase S al momento de la incorporacién del BrdU, por lo tanto apenas se
empiezan a presentar bandas equivalentes a regiones eucromaticas de
replicacion mas temprana, consideradas como un bandeo R-replicativo
incompleto.

Estadio Ill: Se presentan clara y totalmente las bandas R-replicativas, ya que
las células incorporan BrdU en la mitad de la fase S. Este patron de bandas es
muy 0til en la identificacion del cromosoma X inactivo y otros sectores del
cromosomas que controlan la expresion génica y se duplican tardiamente,
(heterocromatina facultativa) el patron de bandeo de este estadio es reverso al de
las bandas G.

Estadio IV: Los cromosomas conservan el patron de bandas R-replicativas, con
blogues oscuros mucho mayores.

Estadio V: Corresponde a aquellas células que se encuentran en el ultimo tercio
de la fase S en la cual se replica la dltima parte del genoma, equivalentes a
regiones heterocromaticas ricas en A-T.

Estadio VI: Los cromosomas en toda su longitud presentan una coloracion
oscura completamente homogenéa, reflejando que las células no incorporaron
BrdU ya que habian superado la fase S y estaban en fase G2.
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En la figura 3-2, se presentan las metafases de los 6 estadios encontrados, y se
representa esquematicamente en la figura 3-3; La proporcion de metafases
encontradas en cada uno de los diferentes estadios segun el tiempo de
incorporacion del BrdU se muestra en la tabla 3-1 y su respectiva grafica en la
figura 3-4. Posteriormente se muestran el idiograma para el cromosoma X del
Caballo Criollo Colombiano en los 6 diferentes estadios (Figura 3-5). Por altimo,
se hace una representacion grafica (Figura 3-6) de los estadios mas frecuentes
segun el tiempo del pulso terminal de BrdU.

Figura 3-2. Extendidos cromosomicos de linfocitos de CCC en los
diferentes estadios replicativos encontrados
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Figura 3-3 Idiogramas de los estadios replicativos de linfocitos de CCC
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Tabla 3-1. Distribucion (porcentaje) de estadios en los diferentes tiempos
de exposicion a BrdU

Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio Estadio
I 1 11 v V VI

10 horas 8% 16% 5% 1% 1% 1%

7 horas 1% 1% 21% 3% 1% 1%

4 horas 0% 0% 0% 12% 9% 3%

1 hora 0% 0% 0% 0% 0% 20%
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Figura 3-4. Gréafica cronologia en la duplicacién del genoma CCC
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Figura 3-5 Estadios replicativos (El, Ell, Elll, EIV, EV y EVI) para cromosoma
X en Caballo Criollo Colombiano
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Figura 3-6 Estadios encontrados para el cromosoma X segun el pulso
terminal de BrdU
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3.2 Bandas R-replicativas

Se encontraron diferencias entre el patron de bandas R-replicativas entre Caballo
Colombiano y Caballo Arabe. Se identificaron regiones cromosOmicas activas e
inactivas (Camargo y Cervenka, 1980) como se presenta en la figura 3-7.

Figura 3-7. Extendidos cromosomicos de CCC con bandas R-replicativas
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Las diferencias mas evidentes para bandas R-replicativas entre CCC y CA, se
observaron en los cromosomas 23, 25, 27, 29 y 31 y en el cromosoma X, los
cuales se presentan en la tabla 3-2.
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Tabla 3-2. Expresiones diferenciales de regiones cromosomicas en CA y
CCC

Caballo Criollo Caballo Arabe
Colombiano
23
» E
25
f‘ i ..'
27 @ %
29 E E
31 E %
X
. £
¥ ]

A continuacion se encuentran el cariotipo y el respectivo idiograma para bandas
R-replicativas en CCC (Figura 3-8)
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Figura 3-8 Cariotipo e idiograma de CCC con bandas R-replicativas
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3.3 Bandas G

La técnica para la obtencion de bandas G mediante la inmersion de los
extendidos cromosOmicos en solucion con tripsina, mostro resultados similares al
modelo cariolégico propuesto en el sistema internacional de nomenclatura
citogenética del caballo doméstico ISCNH (1997). En las figuras 3-9 y 3-10 se
presentan los extendidos, el cariotipo y el idiograma para este tipo de bandas
respectivamente.

Figura 3-9. Extendidos cromosdémicos de CCC con bandas G
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Figura 3-10 Cariotipo e idiograma de CCC bandas G
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3.4 Bandas C-G

Las metafases con bandas C-G se muestran a continuacion en la figura 3-11. No
hay buena resolucion de bandas dificultando la realizacion del idiograma.

Figura 3-11. Extendidos cromosomicos de CCC con Bandas C-G.

Extendido 1 Extendido 2

3.5 Bandas de restricciéon

Segun Babu (1988) unicamente las enzimas cuyas secuencias de reconocimiento
estan constituidas por mas de cuatro pares de bases, pueden inducir tincion
diferencial, por tanto la eleccion de las enzimas de restriccion para este trabajo se
fundamento en este criterio, empleando dos enzimas Dra | y BSP 120l de la casa
comercial FERMENTAS las cuales reconocen las secuencias 5’...TTT|AAA...3'y
5...G|GGCCC...3 respectivamente. Asi fue posible observar que estas enzimas
producen un patrén de bandas (Figura 3-12) que permite la identificacion de los
pares homologos y por ende la realizacion del cariotipo de restriccion del CCC
como se muestra en las figuras 3-13, y 3-14 para BSP 1201 y Dral
respectivamente. Adicionalmente, se realizd digestion con la enzima Rsa | fast
digest (FERMENTAS) la cual reconoce la secuencia 5'...GT|AC...3’; no obstante
los bandas observadas no fueron tan nitidas probablemente por la magnitud
estructural de las dianas.
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Figura 3-12. Extendidos cromosémicos de CCC con bandas de Restriccion
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Figura 3-13 Cariotipo e idiograma CCC bandas de restriccion Enzima BSP
120l
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Figura 3-14 Cariotipo e idiograma CCC bandas restriccion enzima Dral
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3.6 Bandas C

Las bandas C de los equinos analizados se localizaron en la region centromérica,
ademas de los extremos de los brazos p de los cromosomas 1, 2 y 3, y los
extremos terminales de los cromosomas acrocéntricos 16, 24 y en machos en el
cromosoma Y como se muestra en la figura 3-16.

Figura 3-15. Extendidos cromosomicos de CCC con Bandas C

Extendido XY Extendido XX
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Figura 3-16 Cariotipo e idiograma CCC bandas C
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3.7 Bandas NOR

En el presente trabajo para CCC se identificaron como portadores de NOR
activos cuatro pares de cromosomas: 1, 25, 28 y 31, mientras que en CA se
detectaron solamente 2 pares de cromosomas con bandeo NOR 1 y 31(Figura 3
-17); no se observaron diferencias entre machos y hembras evaluadas, sin
embargo no siempre se presentaron en estado homocigoto. En la tabla 3-3 se
presentan las frecuencias halladas; en la figura 3-18 se muestran algunos
polimorfismos encontrados en las bandas NOR (diferencias de tamafio) y en la
figura 3-19 se observan las asociaciones cromosémicas formando el nucléolo.

Tabla 3-3. Frecuencia de bandas NOR en cromosomas equinos

INDIVIDUO | RAZA | SEXO # NOR CROMOSOMAS Y FRECUENCIA
1 ccc M 6 1(2) 25 (2) 28 (1) 31(2)
2 cce H 4 1(2) 31(2) - -

3 ccc M 5 1(2) 25 (1) 31(2) -
a cce M 5 1(2) 25 (1) 31(2) -
5 ccc M 5 1(2) 25 (1) 31(2) -
6 cce M 6 1(2) 25 (2) 31(2) -
7 cce M 6 1(2) 25 (2) 31(2) -
8 ccc H 7 1(2) 25 (1) 28 (2) 31(2)
9 cce H 5 1(2) 25 (1) 31(2) -
10 ccc H 6 1(2) 29 (2) 31(2) -
11 cce H 6 1(2) 25 (2) 28 (2) -
12 cce H 5 1(2) 25 (1) 31(2) -
13 CA M 4 1(2) 31(2) - -
14 CA H 4 1(2) 31(2) - -




Resultados 35

Figura 3-17. Extendidos cromosomicos de CCC y CA con bandas NOR
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Figura 3-18- Polimorfismos NOR cromosoma 1 CCC

Figura 3-19. Asociaciones cromosémicas de las Regiones Organizadoras

del nucléolo
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Figura 3-20 Cariotipo e idiograma bandas NOR CCC
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Al realizar el analisis estadistico se observé que existe una diferencia significativa
al comparar al CCC con el CA, sin embargo no hubo diferencia estadistica
significativa entre machos y hembras CCC, ni entre los diferentes andares. En la
tabla 3-4 se muestran las pruebas de variabilidad tanto paramétrica como no
paramétrica.

Tabla 3-4. Prueba de Variabilidad Bandas NOR CCC y CA

PRUEBA DIFERENCIA VALOR P
KRUSKAL-WALLIS Sl 0.0346*
T STUDENT Sl 0.0245 *

*Diferencia estadistica significativa (p< 0.05)

La prueba de homogeneidad de proporciones (X?) mostré diferencias
significativas para la frecuencia de bandas NOR en los cromosomas descritos,
con p = 0.0455, presentandose las mayores diferencias entre los cromosomas 1
— 25 (p = 0.0455), 1 - 28 (p =0.0047), 31 — 28 (p = 0.0106); lo que nos indica
una mayor frecuencia de NOR en los cromosomas 1 y 31 y menor en el
cromosoma 28, como se muestra a continuacion en la figura 3-21.

Figura 3-21 Grafica de Frecuencia Cromosdmica NOR en CCC
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3.8 Polimorfismos

Ademas de las expresiones diferenciales de genes, evidenciadas gracias a la
técnica de bandeo R-replicativo, en Caballo Criollo Colombiano se detectaron tres
cromosomas polimérficos, marcadores poblacionales, identificados como el 25,
27 y 31, en Caballo &rabe el par homologo 31 fue identificado como polimérfico
(Figura 3-22). Para ambas razas el resto de pares cromosémicos son
estructuralmente similares, no se observaron alteraciones. En la tabla 3-5 se
muestran los tres cromosomas polimoérficos de CCC con las diferentes técnicas

de bandeo.

Figura 3-22. Extendidos con tincion homogénea: Cromosomas Polimoérficos
CCCy CA
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Tabla 3-5 Cromosomas Polimérficos CCC con diferentes bandeos

Cromosoma 25

Cromosoma 27

Cromosoma 31

Bandas R-
replicativas

A

Bandas G

Bandas C

Bandas
Restriccién BSP
120l

e

Bandas
Restriccién Dral

NOR

e

Homogéneo

$4




4. DISCUSION

En este trabajo, se presentan por primera vez los cariotipos y los respectivos
idiogramas con bandeos G, R-replicativo, C, NOR y restriccion del Caballo Criollo
Colombiano. Inicialmente se evaluaron los medios de cultivo Ham F-12
suplementado con glutamina y RPMI 1640; con éste, se logré mayor nimero de
metafases y mejor morfologia cromosdomica. Por otro lado, se encontrd
aglutinacién en la muestra de sangre, lo que no permitié la estimulacion celular y
por tanto la obtencién de mitosis. Por esa razon, se adicioné heparina 1% al
medio de cultivo, lo cual disminuy6 la aglutinacién, permitio la estimulacion de los
linfocitos y un buen nimero de extendidos cromosdmicos de alta calidad.

Como se ha reportado para el caballo doméstico, nuestro caballo criollo present6
un 2n=64, distribuidos asi: 13 pares metacéntricos o submetacéntricos
(cromosoma X el segundo mas grande) y 18 acrocéntricos (cromosoma Y uno de
los mas pequefios). Las bandas C mostraron que la heterocromatina constitutiva
se localiza en los centrémeros de los cromosomas, en la region terminal del brazo
corto del cromosoma 1, a lo largo del brazo corto de los cromosomas 2y 3y en
la region terminal del brazo largo de los cromosomas 16, 24 y del cromosoma Y.
Los cromosomas marcadores no presentaron bandas C, lo que nos indica que
son altamente eucromaticos y por tanto activos a nivel transcripcional.

La frecuencia de corte de las enzimas de restriccion se relaciona directamente
con el numero de bases que componen la secuencia que reconocen (Babu,
1988); en el presente trabajo el uso de enzimas de restriccion Dra | y BSP 120l
sobre los cromosomas fijados, produjo un patrén de bandas que indica la
presencia de una gran cantidad de secuencias “diana” a lo largo del cromosoma,
donde las regiones que aparecen claras corresponden a los lugares donde hubo
digestiébn enzimatica (Figura 3-12), sin embargo se presume que la accion
enzimatica podria estar limitada por la conformacion de la cromatina (Mezzanotte
et al, 1985; Burholder, 1989). Esta metodologia cobra importancia al momento de
estudiar regiones heterocromaticas y ADN satélite, para lo cual se espera un
patron de bandas constante a través de los genomas. Aunque fue posible la
obtencion de bandas mediante el uso de las dos enzimas de restriccion para
cromosomas de equinos permitiendo realizar el cariotipo, se encontré una mejor
resolucion de bandas con la enzima BSP 120l

Las regiones NOR activas se expresan citologicamente al iniciarse la sintesis
(Brown, 1966) y representan los sectores del cromosoma que contiene los genes
para la transcripcion del rRNA (Ritossa & Spiegelman, 1965; Wallace & Birnstiel,
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1966) Varios autores que han estudiado NORs en equinos difieren en los
resultados encontrados, por ejemplo, se reportd su presencia en los telomeros del
brazo corto del cromosoma 1(Lui et al, 1990), en la regién adyacente del
cromosoma 25 y en la region proximal del brazo largo del cromosoma 31(Lui et
al, 1990), ademés, se mostré6 que siempre estan presentes en los cromosomas
homologos 1 y 31 pero en algunas metafases solo se encuentra en un homologo
del cromosoma 25 (Lui et al,1990).

En los Ultimos afios, se determind para el equino doméstico NOR en los
cromosomas 1, 27, 28 y 31 (Svetlana et al, 1998; Raudsepp et al. 2000; Slota et
al 2007; Wnuk et al, 2012). Los resultados obtenidos en este trabajo, detectaron
NORs en cuatro pares de cromosomas: 1, 25, 28 y 31, siendo constantes en los
homélogos 1 y 31 y eventuales en solo un cromosoma de cada par 25 y 28.
(Figuras 3-17 y 3-20)

El nUmero de cromosomas que presentan regiones NOR es diferente para cada
especie; incluso en un estudio realizado en sementales bovinos se demostrd que
el patron de bandas NOR era caracteristico de cada animal (Mayr et al, 1987), lo
mismo ocurre con el tamafio de estas regiones en los diferentes cromosomas
(polimorfismos) Figura (3-18) (Goodpasture, 1975; Varley, 1977) caracteristicas
gue pasan de generacion en generacion (Fleming 1981). Estos polimorfismos se
originan en la actividad y namero de copias de genes de rRNA contenidas en
esas regiones (Svetlana et al, 1998). Sin embargo existe un aspecto critico
respecto a estos polimorfismos, ya que las NOR estan relacionadas con la
viabilidad celular, asi pocas copias de rRNA podrian conducir a organismos no
viables (Svetlana et al, 1998); por ejemplo, en pollos, el tamafio reducido de las
NOR en estado homocigoto se ha asociado con mortalidad embrionaria (Delany y
Bloom 1993). No obstante, la ausencia y/o el incremento de tamafio de las NOR
podria ser resultado de un sobre cruzamiento (Slota et al, 2007) de estas
regiones durante la asociacion de los cromosomas involucrados (para formar el
nucléolo), sean homdélogos o no, hecho que no afectaria la viabilidad celular
(Svetlana et al, 1998) (Figura 3-19).

La diferencia en la frecuencia cromosomica, es decir que las bandas NOR sean
mas constantes en los cromosomas 1 y 31, coincide con lo encontrado por
Svetlana (1998) y Slota (2007) en las diferentes razas que fueron evaluadas,
Slota (2007) sugiere que la ausencia de las Ag-NOR es un fendbmeno epigenético
causado principalmente por mecanismos de metilacién. Sin embargo el mismo
autor también sugiere que la metilacién no es la Unica respuesta a la inactivacion
de las NOR, ya que en su estudio un ejemplar mostré con FISH, hipometilacién
en las NOR del cromosoma 28, correspondiente a rDNA pero no respondi6 a la
tincién con plata, como informacién adicional, dicho ejemplar se referencié como
el animal de mayor edad entre los muestreados; asi surge la hipotesis de que la
expresion de las NORs esta asociada con el acortamiento de los telomeros vy el
envejecimiento celular (Allsopp et al, 1992; Rosete et al, 2007) lo cual podria
conllevar a la liberacion de los teldmeros de proteinas de union al nucléolo lo que
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podria causar un bloqueo en la actividad transcripcional. (Guarente, 1997a, b;
Kennedy et al 1997)

Los individuos CCC que presentaron el mayor numero de NOR, se dedican a
actividades reproductivas y/o se encuentran en proceso de adiestramiento, lo cual
podria estar relacionado genéticamente. Por otro lado, los resultados de bandas
NOR para CA, no pueden ser generalizados para toda la poblacién de la raza ya
gue como se ha evidenciado en estudios anteriores, este patron de bandeo puede
ser propio de cada individuo; ademas otros autores reportan la presencia de NOR
en hasta cuatro pares de cromosomas en varias razas de caballos estudiados,
incluida la raza Arabe. Estas diferencias en las expresiones de las bandas NOR
también se pueden explicar por efecto filogenético y/o ontogenético, segun la
edad del individuo, ya que los ejemplares CCC muestreados se encuentran entre
los 3y los 10 afios de edad, mientras los ejemplares arabes no superaban los 40
meses

Respecto a la determinacién exacta de los cromosomas en los cuales se
presentan las bandas NOR en el equino, se ha mencionado que difiere entre los
diferentes autores y a su vez con el presente trabajo; sin embargo al realizar la
medicion de los cromosomas involucrados, los resultados indicaron que para el
Caballo Criollo Colombiano, los NOR activos se encuentran en los cromosomas
1, 25,28y 31.

Para inferir el comportamiento replicativo de la cromatina, se utilizé incorporacién
de BrdU con el fin de determinar las regiones activas de replicacion temprana e
inactivas de replicacion tardia (Camargo y Cervenka, 1980). Para el caso del
caballo criollo, se pudieron observar seis estadios replicativos, el mas frecuente
el estadio 1l (10 horas), el estadio Il (7 horas), estadios IV y V (4 horas) y el
estadio VI (1 hora) .( tabla 3-1, figura 3-6)

El hallazgo de los cromosomas polimorficos marcadores poblaciones se logré
incluso en aquellas mitosis coloreadas homogéneamente y corresponden a una
filogenia citogenética que se conserva a través del tiempo; de hecho el
cromosoma 31 en el CA es también polimérfico en estado homocigoto, lo que nos
indica que el CCC conserva ese polimorfismo de su antepasado mas lejano.
Dichos cromosomas marcadores podrian considerarse marcadores genéticos si
se logra determinar su correlacién con caracteristicas especificas. Asi mismo,
encontrar estos marcadores en heterocigosis, constituye una herramienta de
aproximacion, para la evaluacién del grado de homogeneidad genética en los
ejemplares. Este hallazgo podria ser fundamental en el momento de determinar si
el CCC es realmente una raza o una poblacion heterogénea. Como dato
adicional, cabe resaltar que dos de los cromosomas marcadores, presentan
expresion de NOR activos (25 y 31).

Aungue en general se encontré que el patrén de las diferentes bandas analizadas
se conserva en la especie, las expresiones diferenciales de bandas dadas por
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activaciones o inactivaciones de regiones cromosémicas especificas halladas en
CCC gracias a la técnica de R-replicativo y la aparicion de los cromosomas
marcadores, podrian deberse a la divergencia genética existente producto de la
introgresion de las razas equinas traidas por los espafioles al continente
americano sumado a los procesos de evolucién y adaptacion.

En Colombia se habla de Caballo Criollo aproximadamente desde 1860,
momento en el cual empiezan a cuantificarse y destacarse los diferentes andares,
los cuales surgen de la necesidad de desplazarse comodamente (tanto el jinete
como el animal) por grandes distancias en la especial topografia de nuestro pais
(terrenos montafiosos con altas pendientes). Estas condiciones de habitat y
seleccién (ambiental y cultural) probablemente dieron origen a estas expresiones
diferenciales y a nuevas formas cromosémicas en CCC, observadas en 3 de sus
cromosomas acrocéntricos mas pequefios, apoyando la idea del “Modelo del
Cariotipo Adaptativo” (Bickham y Baker 1979), el cual indica que bajo
determinadas circunstancias la seleccion favorece la incorporacién de una nueva
forma cromosomica siempre y cuando esta nueva forma proporcione un beneficio
genético al portador, que el beneficio lo posea tanto el heterocigoto como el
homocigoto y que la magnitud del beneficio supere la disminucion de la fertilidad
del heterocigoto (Garcia, 2001).

Por otro lado, aunque la poblacion evaluada en este trabajo es pequefia, los
resultados obtenidos hasta el momento no arrojan diferencias entre los cariotipos
de los animales de los distintos andares. Esto podria de alguna forma orientarnos
a descubrir que, tal vez, el CCC nace con la misma capacidad para desarrollar
cualquier andar; es decir, que el paso es adquirido y no heredado como siempre
se ha especulado. Gran ejemplo de esto lo tenemos en el Caballo Criollo
Colombiano méas famoso de la historia, “Don Danilo”, el cual ejecutaba las cuatro
modalidades: el trote, el galope, la trocha y el paso fino Colombiano, siempre
desplazdndose segun la orden de su jinete (Bravo, 2001).

A pesar de que este estudio es el pilar de la caracterizacién completa para CCC,
las homologias halladas en las bandas para la poblacion muestreada y las
diferencias con los cariotipos de otro grupo genético, la distribucion de la
heterocromatina y la expresion de los NOR activos en los extendidos
cromosomicos, nos podrian indicar que el Caballo Criollo Colombiano puede
catalogarse como grupo genético.

Para determinar especificamente los genes que se expresan diferencialmente es
necesario emplear técnicas moleculares mas precisas como QRT-PCR y Western
Blot, asi mismo seria interesante continuar con estudios donde se correlacione la
actividad fisica y reproductiva con la activacién de los NOR no solo en CCC,
ademas de continuar con las comparaciones entre las diferentes edades y
andares, lo que seria de provecho para caracterizar y ampliar el conocimiento
de nuestro caballo, con el fin de detectar diferencias con otras poblaciones, tan
alejadas como la Andaluz o tan cercanas como el Caballo de Paso Peruano.
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CONCLUSIONES

Se reporta por primera vez el cariotipo e idiograma mediante los bandeos
R-replicativo, NOR, Cy de restriccién para el Caballo Criollo Colombiano.

Se reporta por primera vez el patron de cronologia de la duplicacién del
Genoma en linfocitos de sangre periférica del Caballo Criollo Colombiano,
conseguido mediante la aplicacion de pulsos terminales diferenciales de
BrdU.

El Caballo Criollo Colombiano posee el numero y la clasificacion
cromosOmica de la especie Equus caballus asi: 64 XX 6 64 XY, de sus
autosomas, 13 pares son metacéntricos o submetacéntricos y 18 pares
son acrocéntricos.

La obtencion de bandas R-replicativas evidencia una expresion diferencial
de genes en CCC y la utilidad de la técnica en la deteccién de alteraciones
de los cromosomas sexuales como el X inactivo, importante en el
diagnoéstico de casos de mosaicismos cripticos: XX/XXX/X.

Se evidencia la presencia de tres cromosomas polimérficos marcadores
poblacionales (25, 27 y 31) en el Caballo Criollo Colombiano, hallazgo que
permite comenzar a inferir sobre la autenticidad de la raza.

Se encontraron polimorfismos en nimero y tamafio en la expresion de las
bandas NOR en CCC comparado con CA, no obstante, no se observo
ninguna diferencia dentro de los ejemplares de CCC evaluados.

La medicion de los cromosomas permiti6 demostrar que las regiones NOR
para CCC se encuentran presentes en los cromosomas 1, 25, 28 y 31.

La obtencion de bandas mediante enzimas de restriccion especialmente
BSP 120I, proveen un patron de bandeo util para analisis cariotipico y
homologia en CCC, analisis de la heterocromatina y ADN satélite.
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Las homologias halladas en las bandas para la poblacibn muestreada de
CCC vy las diferencias con los cariotipos de CA, podrian indicar que el
caballo criollo puede catalogarse como grupo genético.

La adicion de 1% de heparina en el medio de cultivo proporciona una
adecuada estimulaciéon por fitohemaglutinina de los linfocitos T equinos, a
la vez que disminuye la aglutinacién sanguinea en el cultivo.

Por dltimo, los resultados reportados contribuyen a la caracterizacién del
Caballo Criollo Colombiano, y a la vez proporciona una herramienta de
diagndstico util en pruebas de paternidad o parentesco y en procesos de
seleccidn, reproduccién y conservacion.
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Inventario equino, asnal y mular por departamento. Afio 2009
Equinos Asnal Mular
Departamento Machos Hembras Total Machos Hembras Total Machos Hembras Total
Numero de cabezas
Total nacional 1.405.593 1.099.987 2.505.579 134.315 86.531 220.846 221.547 211.430 432.977
Antioguia 153.608 126.513 280121 8.636 4.850 13.486 51.220 41.564 92.783
Atlantico 6179 5.970 12.149 2.268 1.628 3.896 2.295 1.903 4199
Bolivar 27.730 27.536 55.266 10.023 5639 15.661 11.072 a7 19.489
Boyaca 38.632 24.979 63.612 4.180 3818 7.998 5.001 8107 13.108
Caldas 18.374 17.47M 35.845 6.333 8.222 14.555
Casanare 123.697 131.652 255.350 4236 4250 8.486 8773 12638 21411
Cauca 37.869 26.781 64.651 958 4251 5.209
Cesar 44019 44823 £88.843 11.238 9824 21.062 14.401 12.450 26.851
Cérdoba 210.405 144.470 354874 27132 10.140 3727 21.758 17.367 39126
Cundinamarca 63.573 55.615 119.188 3848 2754 6.602 10.526 12514 23.040
Huila 30.240 23.690 53.830 1.559 1.252 281 2.509 3216 5725
La Guajira 9.406 9.425 18.831 14.487 14341 28828 3.644 3415 7.059
Magdalena 30.508 31.641 62.149 17.202 7571 24773 14.559 12194 26.753
Meta 101.085 71.898 172.983 T96 481 1277 6.214 8.845 15.059
Narifio 17.462 7281 24743 132 1.149 1.281
Norte de Santander 19.712 11.588 31.300 2052 849 2901 10673 8314 18.986
Santander 48714 32.159 80.873 1.029 658 1.687 17.688 16.046 338934
Sucre 44078 28.682 72760 15137 8518 23.656 8.153 5317 13470
Tolima 41.379 36.575 77.955 2761 1.961 4722 8.311 8.204 16.515
Valle del Cauca 30610 28,007 53.616 - 5240 5813 11.054
Otros Departamentos 308.312 213.231 521.542 7732 7.997 15.729 11.886 11.482 23.368

Fuente: Encuesta Nacional Agropecuaria 2009, CCI - MADR
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